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RESUMO

Os agroquimicos contribuem para a poluicdo ambiental quimica dos recursos hidricos
devido ao uso excessivo e indiscriminado. As maiorias das contaminagdes ocorrem
com concentracdes nao letais, mas promovendo importante conjunto de alteracbes
fisiol6gicas em peixes expostos a estes agroquimicos. O jundia (Rhamdia quelen) é
uma espécie de peixe nativo da regido Sul e, atualmente, esté distribuida pela América
do Sul e Central, sendo considerado um bom bioindicador em diversos estudos na area
ambiental. Este estudo teve como objetivo avaliar as alteracdes nas reservas de
glicogénio hepatico e muscular, lactato e glicose plasmatica em jundias (Rhamdia
quelen) submetidos a exposicdo aguda ao metil paration e ao tebuconazole. Os
experimentos foram divididos em duas fases, de modo que a fase 1 avaliou o efeito
agudo dos agroquimicos (96 h) CLsp e a fase 2 avaliou diferentes periodos de
recuperacao (45, 90, 135 e 180 dias) sobre o metabolismo dos carboidratos citados. Os
peixes estudados (n= 6) foram divididos em diferentes grupos T1 (controle), T2
(agroquimico), T3 (agroquimico e estresse) e T4 (estresse) submetidos a diferentes
condicOes de presenca e auséncia de agroquimicos e estresse. Amostras de figado e
musculo foram coletadas e analisadas as concentracdes de glicogénio pelo método de
Van Handel. As amostras de sangue coletado foram usadas para determinacédo de
glicose e lactato sanguineo. Nos animais expostos ao metil paration foram observados
uma reducéo (p<0,05) do glicogénio hepético e muscular (T2 e T4) e glicose plasmatica
(T2, T3 T4). Ja o lactato plasmatico aumentou no T2 e T4 enquanto no T3 ocorreu uma
reducdo. Durante os diferentes periodos de recuperacdo o glicogénio muscular e a
glicose foram restabelecidos. Com o tebuconazole o glicogénio hepatico e muscular,
bem como, a glicose plasméatica diminuiu. Porém, ocorreu um aumento do lactato. Na
fase de recuperacdo somente o glicogénio hepatico foi restabelecido. A partir destes
resultados pode-se observar uma maior sensibilidade dos metabdlitos plasmaticos ao

efeito do agroquimico e do estresse.

Palavras-chave : Jundia, Rhamdia quelen, metil paration, tebuconazole, agroquimico.



ABSTRACT

Agrochemicals contribute to environmental pollution chemistry of water resources due
to the excessive and indiscriminate use. The majority of contamination occurs
concentrations not lethal, but promoting important set of changes physiological in fish
exposed to these pesticides. The catfish (Rhamdia quelen) is a species of fish native to
the South and currently is distributed by American South and Central, considered a
good biomarker in several studies in the area environment. This study aimed to
evaluate the changes in reserves liver and muscle glycogen, lactate and plasma
glucose catfish (Rhamdia quelen) subjected to acute exposure to methyl parathion and
tebuconazole. The Experiments were divided into two stages so that one stage to
evaluate the effect agrochemicals acute (96 h) LC50 and phase 2 evaluated different
periods recovery (45, 90, 135 and 180 days) on the metabolism of carbohydrates cited.
The fish studied (n = 6) was divided into different groups T1 (control), T2
(agrochemicals), T3 (agrochemical and stress) and T4 (stress) under different
conditions of presence and absence of pesticides and stress. Samples of liver and
muscle were collected and analyzed concentrations of glycogen by the method of Van
Handel. The blood samples collected were used to determine glucose and lactate. In
animals exposed to methyl parathion were observed a reduction (p <0.05) of liver and
muscle glycogen (T2 and T4) and plasma glucose (T2, T3, T4). Already plasma lactate
increased in T2 and T4 in T3 while there was a reduction. During different periods of
recovery and muscle glycogen glucose were restored. With tebuconazole liver glycogen
and muscle, as well as, plasma glucose declined. However, there was an increase in
lactate. In recovery phase only the liver glycogen was restored. From these results can
be observed a greater sensitivity of the plasma metabolites effect of agrochemical and
stress.

Keywords: Jundia, Rhamdia quelen, methyl parathion, tebuconazole, agrochemical.
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1 INTRODUCAO

O uso de compostos quimicos no combate a pragas de lavouras garantem uma
maior produtividade, devido ao controle destes organismos indesejaveis. Esses
compostos quimicos sao substancias capazes de eliminar um organismo especifico ou
interferir de alguma maneira no controle deste (BAIRD, 2002). No entanto, a utilizagao
em excesso destes compostos pode resultar em um desequilibrio no meio ambiente
(BAIRD, 2002). Este desequilibrio € ainda maior quando ocorre tolerancia por parte
das pragas e doses maiores sdo necessarias para erradica-las (PASCHOAL, 1979), o
que resulta em um acumulo na natureza que persiste por um longo tempo,
contaminando os componentes bidticos, tais como peixes e abidticos como solo e
outros. A Lei Federal n° 7.802/89, regulamentada pelo Decreto 4.074/02, Artigo 2°
Inciso |, define o termo “agroquimicos” para 0s agroguimicos.

O uso de agroquimicos comegou a se popularizar na segunda guerra mundial,
com o uso do DDT, para a prevencéo de tifo em soldados, aplicada diretamente na
pele para o combate a piolhos. Posteriormente utilizado no controle de pragas na
agricultura. Devido a acdo eficiente e o baixo custo, este produto foi amplamente
utilizado antes mesmo do conhecimento cientifico sobre os efeitos nocivos deste toxico.
O grande sucesso deste produto fez com que novos compostos ao combate das
pragas fossem produzidos pela industria o que intensificou a pratica com uso de
agroquimicos na agricultura (BULL & HATHAWAY, 1986).

Os agroquimicos metil paration e o tebuconazole foram e continuam sendo
amplamente utilizados na regido Sul do Brasil, pois garantem a produtividade
econbmica, entretanto podem resultar em impactos negativos devido a poluicdo sobre
0s recursos hidricos.

Segundo Machado Neto (1991), se o recurso hidrico estiver poluido por
agroguimico, entende-se que todo o ecossistema sera impactado, uma vez que a agua
esta presente em todos os meios. Através das correntes de agua ou por organismos
aguaticos o agroquimico pode ser transportado e por consequéncia retornar a
atmosfera com a volatilizagéo, resultando em uma interagéo ciclica entre sedimento e
agua (NIMMO, 1985).
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As atividades antrOpicas que utilizam agroquimicos podem ocasionar impactos
negativos, principalmente através da inalacédo, absorcéo cutanea entre outros, de modo
que os principais efeitos sdo os bioldgicos sobre os alimentos contaminados a saude
humana (BAIRD, 2002).

Nos peixes, ocorre contaminacdo por via dérmica, branquias e por ingestao oral
(FANTA,1991). Devido a baixa degradacdo e/ou metabolizacdo desses compostos,
ocorre acumulo no tecido adiposo dos animais e estes bioacumulam ao longo da
cadeia alimentar, gerando um amplo impacto ambiental (D’AMATO et al., 2002;
CHAGAS et al.,1998). E importante salientar que, mesmo que esses Compostos
fossem degradados ou metabolizados, ndo necessariamente haveria declinio dos
impactos, pois subprodutos mais toxicos podem ser formados. (WOLFE et al., 1990;
MANSOUR et al., 1997).

As alteracdes detectadas em funcgBes bioldgicas alteradas quando em contato
com xenobidticos tais como agroquimicos, podem servir como bioindicadores de
impacto ambiental (ARIAS et al., 2007). Xenobibticos sdo produtos quimicos sem
utiidade para o organismo, podendo ser danosos quando em contato excessivo
(SMITH et al.,, 2007). Segundo Magalhdes e Ferrdo (2008) as analises quimicas
isoladas de amostras de agua nao revelam o impacto global causado pelo agente
poluidor, pois nédo retratam as consequéncias sobre o ecossistema. Sendo assim, 0s
sistemas biologicos (organismos ou parte deles) podem revelar os efeitos toxicos de
um determinado poluente, sendo bioindicadores de maior preciséo.

Neste contexto, os peixes por pertencerem ao nivel tréfico superior do ambiente
aguatico, portanto, acumulam quantidades significativas de poluentes, o que justifica a
importancia destes organismos em testes de toxicidade (MOLLERKE et al., 2003).
Entretanto, algumas alterac6es metabodlicas causadas pelos efeitos toxicos podem ser
corrigidas pelo organismo afetado, com normalizacdo parcial ou total do marcador,
como exemplo, a glicose com a passagem do tempo (SANCHO et al., 1998; BEGUM,
2004). Desta maneira, torna-se importante relacionar os efeitos téxicos em diferentes
tempos de recuperacao apos a exposicdo ao agroquimico.

O jundida (Rhamdia quelen), por ser um peixe nativo da regido Sul do Brasil,
comum em acudes, presentes em propriedades onde ocorre o cultivo da soja e trigo, foi

selecionado como bioindicador ambiental para este estudo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Bioindicadores

Seres vivos que demonstram prematuramente a presenca de alteracdes bidticas
e abidticas de um ambiente sdo chamados de bioindicadores. Essas alteracfes
auxiliam a identificacdo de diversos tipos de modificacdes ambientais possibilitando seu
controle antes que se intensifiquem, além de evidenciar como um elemento toxico pode
afetar um ecossistema (MERICO, 1997).

Bioindicadores apontam respostas a poluentes ambientais a nivel individual,
sendo medidos no organismo ou matriz bioldgica, para demonstrar uma alteracdo da
situacdo normal, que nédo pode ser observada no organismo ndo impactado. Desta
forma, os estudos com bioindicadores utilizam afericdes feitas sobre o organismo
completo, que indicam, em termos bioquimicos, celulares, fisioldgicos,
comportamentais ou energéticos, a presenca de poluentes ou a gravidade da resposta
do organismo alvo (LIVINGSTONE, 1993). Estas analises de parametros metabdlicos
de carboidratos possibilita elucidar se os animais estdo ou ndo em suas condi¢bes
fisiologicas normais em um ecossistema especifico.

Dentre os principais bioindicadores utilizados, o jundia (Rhamdia quelen) possui
interesse comercial devido a excelente qualidade de sua carne o0 que torna importante
estabelecer condi¢des ideais de seu cultivo. Possui habito alimentar omnivoro, o que
pode facilitar o cultivo, pois aceita varios tipos de alimentos.

Conforme a classificacdo de espécie, 0 jundid ocupa a seguinte classificacao
sistematica, classe: Osteichthyes, série: Teleostei, ordem: Siluriformes, familia:
Pimelodidae, género: Rhamdia e espécie: Rhamdia quelen.

Embora esta classificacdo seja bem deportada na literatura, as classificacdes
desta especie sdo bastante controversas, sendo familia Pimelodidae citada por
Silfvergrip (1996) e familia heptapteridae por Gomes et al., (2000).

A espécie ocorre naturalmente no sul da América do Sul. E um peixe de agua
doce que vive em lagos, rios e seu cultivo em acudes vem aumentando no sul do Brasil
(GOMES et al., 2000). O jundia é um peixe endémico da regidao Sul, facilmente
encontrado no ambiente aquatico préximo as lavouras rurais e possui boa aceitacdo no
mercado consumidor (MARCHIORO; BALDISSEROTTO, 1999). Assim sendo, o0 jundia
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serve como bioindicador, utilizando o conhecimento do metabolismo energético para
identificar possiveis alteracdes que revelem respostas a contaminac¢des quimicas dos

agroquimicos metil paration e tebuconazole utilizados nas lavouras.

Figura 1 — Jundia (Rhamdia quelen)

Fonte: http://www.agrocomercio.com.br/site/piscicultura.php?peixe=13.

2.2 O uso de agroquimicos

Os agroquimicos sdo amplamente utilizados na agricultura no combate a pragas
de lavouras o que garantem uma maior produtividade. Entretanto estes compostos
podem contaminar diretamente ou indiretamente as fontes de agua, corregos, acudes,
e mesmo lengdis freaticos. Com persisténcia no solo estes compostos podem ser
lixiviados até os cursos de agua ou serem evaporados para atmosfera e precipitados
no ambiente aquatico (PAN; DUTTA, 1998).

Segundo Fioreze et al., (2006) a contaminacao direta resulta do despejo do
agroquimico nas aguas, e comumente ocorre por falhas na aplicacdo como aplica¢gbes
nas margens de rios e corregos, principalmente quando se utiliza aplicagdo aérea (uso
de avides agricolas). Outras formas de contaminacdo ambiental também sao
promovidas pelo descarte de embalagens vazias, pela agua da “triplice lavagem” dos
recipientes, ou mesmo por produtos para o controle de plantas aquaticas, ou insetos
predatorios. Enquanto que, a contaminagdo indireta ocorre quando o agroquimico é
aplicado de forma adequada, porém, é transportado até acudes pela agua da chuva, ou

por lixiviagdo. Assim, ao entrar em contato com a agua, 0S agroquimicos podem
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contaminar organismos aquaticos e causar alteracdes significativas (FIOREZE et al.,
2006). As alteracdes morfolégicas sdo relatadas em diversos estudos na literatura. No
estudo de Richmonds e Dutta (1989) com o peixe Lepomis macrochirus verificaram
alteracdes no tecido branquial, apos a exposicdo aguda ao organofosforado Malation,
como, a presenca de necrose das lamelas secundérias, edema, descolamento do
epitélio e fusdo de lamelas secundéarias. No figado do peixe Brachydanio rerio o
organofosforado Dimetoato causou alteracbes a nivel celular, como o desarranjo
celular, nacleos picnéticos e necrose (RODRIGUES; FANTA, 1998). FANTA et al.,
(2003) também observaram alteracées no tecido hepatico de Corydoras paleatus
exposto ao organofosforado metil paration, causando necrose, nudcleos picnoticos,

vacuolizacao e lateralizacéo nuclear.

2.2.1 Metil paration

O metil paration (CgH1oNOsPS) que recebe o nome quimico de O, O-dimethyl O-
4-nitrophenyl phosphorothioate € um organofosforado, pertencente a classe
agronbmica como inseticida e acaricida e € amplamente utilizado em lavouras e
aguicultura. Segundo os fabricantes, o produto é recomendado para o controle do
inseto “broca” (Eutinobothrus brasiliensis) sendo, por isso, extensivamente usado na
agricultura brasileira (MACHADO; FANTA, 2003).

Esse composto pode atingir organismos nao alvos, como passaros, por nao
serem especificos para insetos (BAIRD, 2002). Segundo a ANVISA este agroquimico
inibe as colinesterases e suas biotransformacdes geram o metabdlito paraoxon que
bioacumula e prolonga os efeitos toxicos. A meia vida do metil paration no solo pode
variar 1 a 18 dias e em ambiente aquoso este periodo foi estimado em 21 dias com pH
7 a 20 °C (IUPAC, 2012).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) classifica o metil
paration com o numero 027087 e recebe a Classificacdo Ambiental Il que é
considerado muito perigoso.

De acordo com a Resolucdo do CONAMA n° 357 para padrdes de agua doce o
valor maximo do paration da CLASSE 1 e CLASSE 3 sdo (0,04 pg/L)e (35,0 pg/L)

respectivamente.
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Figura 2 — Férmula estrutural da Parationa Metilica

S
1

O,N OP(OCH,),

Fonte: http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/d68e2100474596eb9f0cdf3fbc4c6735/p03.pdf?MOD=AJPERES

O metil paration € comercializado em diversos paises, no Brasil este produto
estava no mercado como FOLIDOL 600 fabricado pela Bayer e como FOLISUPER 600
BR, fabricado pela Agripec.

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA), este produto esta
classificado como Agroguimico de Uso Restrito, pertencente a classe toxicolégica dos
compostos “extremamente toxicos” (Classe |), podendo ser utilizados por aplicadores
autorizados (EPA, 1999).

2.2.2 Tebuconazole

O fungicida tebuconazole (C16H22CIN3O) do grupo quimico Triazol que recebe o
nome quimico de (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol é utilizado na agricultura e como preservante de madeira segundo
a ANVISA (2012). O tebuconazole é largamente utilizado na regido sul podendo ocorrer
contaminacdo aquatica e da fauna. A meia vida do tebuconazole no solo pode ser
estimado em 365 dias e em ambiente aquoso este periodo foi estimado em 28 dias
compH5a9e25°C. EmpH 7 e a 20 °C é estavel (IUPAC, 2012).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) classifica o
tebuconazole que recebe o registro com o numero 02895 com Classificacdo Ambiental
Il (Muito Perigoso) e Classificacdo toxicoldgica Ill (Mediamente TOxico).
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Figura 3 — Férmula estrutural do tebuconazole
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Fonte: http://www4.anvisa.gov.br/base/visadoc/CP/CP[11760-1-0].PDF.

2.3 Avaliacdo dos parametros metabdlicos: Glicogéni 0, Glicose e Lactato

A glicose é o principal combustivel do metabolismo animal e pode ser
armazenada na forma de glicogénio no figado e nos musculos, destacando-se como
um importante parametro no metabolismo dos organismos (LEHNINGER, 2002). Na
figura 4 a seguir pode se verificar o Esquema demonstrativo das rotas metabolicas de

carboidratos:
Figura 4 — Esquema demonstrativo das rotas metabdlicas de carboidratos

g licose glicogendlise

s
=

glicose glicogénese > glicogénio

glicélise

l

piruvato

NG

lactato mitocodndria

Fonte: Produzido pela autora, 2013.
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Parametros metabdlicos, como reservas de carboidratos (glicogénio, glicose e
lactato) sdo usados com frequéncia como indicadores gerais de estresse fisiolégico em
peixes, estes parametros podem estar alterados nos tecidos e no sangue (LERMEN et
al., 2004; BEGUM et al., 1999).

A glicose é um substrato energético que pode ser utilizado por todos os tecidos.
O figado é o primeiro tecido a extrair e utilizar a glicose para satisfazer as
necessidades energéticas imediatas dos hepatdcitos, o restante € armazenado na
forma de glicogénio. A glicose proveniente do intestino e que néo foi metabolizada pelo
figado, vai através do sangue, para os outros tecidos. O musculo pode utilizar glicose
do sangue ou de suas proprias reservas de glicogénio que sao relativamente altas. A
glicOlise € uma das principais rotas para a producédo de energia, convertendo a glicose
em lactato através da oxidacdo anaerdbia ou oxidando esta completamente através da
oxidacdo aerdbia a CO, e H,O (SMITH, 2007). A liberacdo de energia através da
glicOlise anaerbébia com altos niveis de lactato, pode servir como um parametro
metabdlico do estresse uma vez que o organismo tenta compensar 0 suprimento de
energia.

“Uma situacao de estresse ocorre quando se altera um fator ambiental ou quando
um organismo encontra-se fora do seu nicho ecoldgico” (MAGALHAES et al., 2008, p.
357). Sendo o estresse uma reac¢ao do organismo como resposta a um agente invasor
na tentativa de escapar das adversidades e preservar a vida. Para Kreutz et al. (2008)
e Fioreze et al. (2006), o estudo da contaminagdo de 4guas com doses sub-letais de
agroquimicos, pode ser efetuado através da determinacdo da alteracdo de parametros
organicos o que indicaria uma agressao ao organismo; entre os parametros avaliados
estdo diversos parametros hematologicos, niveis hormonais como os de cortisol e
alteracdes celulares e teciduais.

O metabolismo pode ser alterado por influéncia endécrina e os danos oxidativos
podem, paralelamente, afetar células de outros tecidos como o figado e musculo,
gerando impacto direto sobre seu metabolismo. O figado é o tecido que metaboliza
todas as drogas, reagindo primariamente a efeitos agudos causados por compostos
toxicos (SANCHO et al., 1998). Sendo um 6rgao essencial do metabolismo e dos
processos de acumulacéo, biotransformacdo e desintoxicacdo de toxinas quimicas
(SUAREZ; MOMMSEN, 1987; PEIXOTO et al., 2006). Todavia, auxilia a regular os
niveis de glicose plasmatica, em situacdo de hiperglicemia, estocando a glicose na
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forma de glicogénio. Na situacao inversa de hipoglicemia, ha a converséo do glicogénio
em glicose para manter a homeostase do organismo (SMITH, 2007).

Através da gliconeogénese, moléculas de glicose podem ser formadas a partir de
precursores como piruvato, lactato, glicerol e alguns aminoacidos (RAHAMI,;
ABDOLLAHI, 2007). O aumento nos niveis de lactado plasmatico, muscular e hepéatico
em frente a uma situacdo de estresse (fisico/quimico) para compensar as
necessidades energéticas, que ja foram demonstradas (BEGUM; VIJAYARAGHAVAN,
1999; CRESTANI et al., 2006; GLUSCZAK et al., 2006; FONSECA et al., 2008).

Entretanto, o masculo também altera seu metabolismo e mobiliza suas reservas
frente a um agente estressor, quer seja de natureza fisica ou quimica. Por exemplo,
piavas expostas ao herbicida glifosato apresentam um significativo aumento do
glicogénio hepético e reducdo do glicogénio muscular. O decréscimo do glicogénio
muscular pode indicar que o estresse causado pelo herbicida é acompanhado pela
rapida degradacao do glicogénio muscular (GLUSCZAK et al., 2007).

O aumento nos niveis de glicogénio no figado e a diminuicdo no musculo de
Rhamdia quelen, apds exposi¢cdo ao glifosato tém sido relatados (GLUSCZAK et al.,
2007; MORAES et al., 2006). Desta maneira, 0s peixes expostos ao agente toxico
demonstram que usam o glicogénio muscular para compensar a situagao de estresse
quimico (CRESTANI et al., 2006).

Entretanto, a resposta parece ser bem especifica para cada espécie, como
Clarias batrachus, que apresentou alteracbes nos niveis de glicogénio muscular
guando expostos a organofosforados (BEGUM; VIJAYARAGHAVAN, 1999) e como em
outros onde este efeito ndo foi observado como para a Anguilla que foi exposta a
fenitrothion (SANCHO et al., 1997). Segundo Becker et al., (2009) os niveis de glicose
plasmatica diminuiram em Jundids com o aumento da atividade antrépica resultado uso
de agroquimicos. Estudos com Jundias (Ramdia quelen) sugerem uma diminuicdo do
horménio cortisol quando expostos por 96 horas ao tebuconazole, o que reduz a
capacidade de responder aos estressores comuns do seu ambiente (CERICATO et al.,
2008). Segundo, Arias et al., (2007) a concentracdo e o tempo de exposicao ao
agroquimico também sao fatores que interferem no comportamento, malformacdes,

mudancas na taxa de crescimento, reproducao, alteracdes bioquimicas e fisiologicas.
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2.4 Objetivos

2.4 .1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do metil paration, do tebuconazole, do estresse e dos diferentes
tempos de recuperagdo sobre as reservas de carboidratos em jundias submetidos a 96
horas de exposicdo aguda.

2.4.2 Objetivos especificos

» Verificar o impacto dos agroquimicos testados e/ou estresse sobre o
metabolismo de carboidratos em jundia, através da determinacdo da
glicose e lactato sanguineo;

» Determinar o impacto dos agroquimicos testados, estresse e do periodo
de recuperacado sobre o metabolismo de carboidratos em jundia, atraves
da determinacéo glicogénio hepético e muscular;

* Avaliar se os diferentes tempos de recuperacdo sdo suficientes para

restabelecer as reservas do metabolismo de carboidratos.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

No presente estudo, foram usadas as formulacbes comerciais do inseticida
organofosforado metil paration (O, O-dimetil O-4-nitrofenil tiofosfato, CSH10NO5PS) e o
fungicida tebuconazole do grupo quimico Triazol (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)pentan-3-ol, C16H2,CIN3O.

3.2 Metodologia

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fisiologia do Unilasalle em
parceria com Laboratério de Fisiologia de Peixes (LFP) da Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo. O estudo foi dividido em duas
fases. Fase 1 objetivou a avaliacdo dos efeitos dos agroquimicos sobre o metabolismo
de carboidratos e a fase 2, a determinacdo da recuperacdo das alteracbes no

metabolismo de carboidratos.

3.2.1 Aclimatagéo laboratorial de Rhamdia quelen

Os exemplares de Rhamdia quelen utilizados no experimento foram
contaminados com 0s agroquimicos metil paration e tebucozanole para a determinacao
de reservas de carboidratos. Os peixes foram fornecidos pela Universidade de Passo
Fundo com parecer favoravel do Comité de Etica da instituicdo. Estes animais foram
aclimatados em tanques de polietiieno com volume de 1000L, dotados de aeragéo e
aguecimento independente.

As variaveis como o pH (phmetro digital Solar SL 110), temperatura, amonia total
e nitritos (testes colorimétricos), oxigénio dissolvido (oximetro digital YSI 550A), dureza
e alcalinidade (testes colorimétrico), condutividade elétrica (condutivimetro digital
Bernauer) foram monitoradas para a avaliagcdo da qualidade de agua durante todo o
periodo experimental. Os peixes foram alimentados uma vez ao dia, com racao

comercial.
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3.2.2 Toxicidade aguda (fase 1)

Apés o periodo de aclimatacdo, os animais foram submetidos aos agroquimicos.
Os animais utilizados apresentaram peso inicial médio de 9 g. Foi utilizada a
concentracéao letal (CLsp), que € considerada a concentracdo de um agente toxico que
causa mortalidade de 50% para os organismos testados. A CLs utilizada neste estudo
foi de 4,8 mg/L de metil paration e 5,3 mg/L de tebuconazole, conforme descrita por
Kreutz et al (2008).

O tempo considerado como exposicdo aguda foi de 96 horas, conforme
recomenda a norma da academia brasileira de normas técnicas (ABNT), NBR
15088:2004, para testes de toxicidade aguda com peixes.

Nas 95 horas de contaminagdo aguda com os agroquimicos foi aplicado o
estressor agudo padrdo de perseguicdo com puca, jA estabelecido como estressor
agudo para espécie. Conforme mencionado, nas 96 horas de exposicdo, seis
individuos de cada unidade experimental T1 (controle), T2 (agroquimico), T3
(agroquimico e estresse) e T4 (estresse) foram abatidos para andlise e o restante dos
animais permaneceram para a fase 2.

Os animais pertencentes ao grupo controle permaneceram nas mesmas
condicOes abidticas e periodos de tempo, exceto pela auséncia dos agroquimicos e
estresse.

O descarte da agua contaminada utilizada no presente estudo, foi realizado
conforme descrito por Kreutz et al, (2008) permaneceu por um periodo de, pelo menos,
30 dias em tanques externos de fibra de vidro e depois percolada em sumidouro. Da
mesma forma, todo o cuidado foi dispensado com o descarte de peixes abatidos, que
foram congelados e descartados em coletores de lixo biolégico, que séo recolhidos por
empresa especializada juntamente com o lixo hospitalar proveniente do Hospital

Veterinario da Universidade de Passo Fundo.

3.2.3 Diferentes tempos de recuperacéo (fase 2)

O tempo total de recuperacéao foi de até 180 dias. Este tempo foi escolhido com

base em dados zootécnicos da espécie (SILVA et al.,, 2008) e dados sobre
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recuperagéo. As coletas foram realizadas nos tempos de 45 dias, 90 dias, 135 dias e

180 dias de recuperacao.

Figura 5 — Coleta 45 dias, 90 dias, 135 dias e 180 dias
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Fonte: Produzido pela autora, 2013.

3.2.4 Andlises Bioquimicas

Para as determinacdes dos parametros bioquimicos foram usado um n=6 por
tratamento (T1, T2,T3,T4), e também para os diferentes periodos de recuperacéo. Logo
ap6s a captura dos animais, estes, pesados e anestesiados (MS222 Finquel® 300 mg/L
tamponado com 600 mg/L NaHCO3). Apds a perda de postura, amostras de sangue
foram coletadas do plexo caudal. Os peixes foram abatidos por seccdo medular e
amostras de figado e musculo foram coletadas e congeladas para analise posterior.

A determinacdo da glicose e lactato plasmatico foram realizadas apds o
processamento do sangue usando o Kit comercial glicose (Labtest) e lactato (KATAL)
expressas em mmol/L.

ApoOs a coleta de material de tecido hepatico e muscular as concentracdes de

glicogénio foram analisadas sendo o glicogénio quantificado como glicose, apés
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hidrolise é&cida e neutralizagdo, Este procedimento foi efetuado em todos os
tratamentos e tempos de recuperagéo.

A extracao de glicogénio segue o método de Van Handel (1965), onde o tecido foi
pesado, colocado em tubos cénicos com KOH 30% e aquecido por 60 minutos a
temperatura de 100 °C. Apés a adigéio de Na2SO4 e de alcool etilico as amostra foram
homogeneizadas e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. O pellet formado foi
lavado com 4gua a 90<C e alcool etilico, sendo este procedimento repetido por 3 vezes.
Posteriormente 500uL da diluicdo foi coletada em tubos de ensaio de 3mL e
acrescentado 500uL de HCI 4N. As amostras foram aquecidas em banho-maria por
aproximadamente 60 minutos a 100C. ApoOs resfriadas as amostras, 500 pyL de

NapCO3 2M foram acrescentados e homogeneizados. Em novos tubos foram

coletados 10uL da mistura e adicionados 1mL do reagente de glicose (labtest),
posteriormente aquecidos a 37T por 15 minutos. A | eitura do glicogénio foi realizada

no espectrofotometro a 505nm.

3.2.5 Estatistica

As diferencas significativas p<0,05 foram determinadas através da andlise de
variancia (ANOVA) one way seguido do teste de Tukey. Para analisar se os dados
utilizados foram paramétricos o teste de Hartley e teste de Kolmogorov-Smirnov foram
realizados para testar a normalidade dos dados. Todas as analises de dados foram
realizadas utilizando Graph Pad InStat 3,00 pacote estatistico (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Metil Paration
4.1.1 Fase 1
A andlise bioquimica do tecido hepatico e muscular nas 96h de intoxicacéo
aguda mostrou uma reducgédo da concentracao de glicogénio no grupo T2 e muscular

nos grupos T2 e T4, conforme mostrado nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Figado metil paration, na fase 1

FIGADO

96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
T 99,21 #2717 151,89 22,10 125,46+24.,70 107,38+15,29 97,58 £19,50
T2 49,76+15,20 A 89,54+ 5,18 A 81,01+18,10 72,10+8,97 58,90+15,27
T3 106,12419,75 105,24+10,3 A 91,75429,00 74,88+ 15,55 90,99+11,33
T4 134,2+47,16 120,75+11,02 131,99+32,77 78,4,£11,47 107,37+23,14

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Conforme a Tabela 1 o glicogénio (mmol/glicose/gtecido), é expresso como
média + S.E.M. Na figura, o A maiulsculo indica diferenca estatistica entre os
tratamentos e grupo controle. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05,
n=6).

Tabela 2 — Masculo metil paration, na fase 1

MUSCULO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
™ 10,09+2,04 8,30£2,55 9,59+2,51 7,96£1,86 6,06+0,98
T2 1,5810,52 A 13,90£2,70 16,64+3,53 29,1145,52 A 10,17+3,40
T3 4,02+1,3 7,7644,02 7,934£1,73 10,81+4,76 17,79+1,94 A
T4 6,1942.69 A 14,55+3,08 3,05+1,15 15,59+3,45 a 5,44+1,27

Fonte: Produzido pela autora, 2013.
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Na Tabela 2 o glicogénio (mmol/glicose/gtecido), € expresso como média +
S.E.M. Na figura, o A maiusculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e
grupo controle. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Essas alteracdes podem indicar que a contaminacdo por agroquimico, frente a
este novo ambiente, promove uma rapida degradagdo de glicogénio, provavelmente
para manter a demanda energética dos processos metabdlicos e compensar a situacao
de estresse quimico. Os resultados estdo de acordo com a descricdo de outros autores
que observaram uma reducdo do glicogénio muscular apés uma situagdo de estresse
(CRESTANI et al., 2006; SANCHO et al., 1998; GLUSCZAK et al, 2006, 2007). Alguns
autores relatam que para manter a demanda energética requerida em situacédo de
estresse, o0 glicogénio é rapidamente catabolizado, resultando em grandes perdas do
estoque energético (SANCHO et al., 1998; GIMENO et al., 1995).

No tecido hepatico ndo foi observado redugcdo do nivel de glicogénio no
tratamento T4 (Tabelal). Pode-se propor que ocorreu algum mecanismo
compensatorio no organismo do peixe para superar o estresse induzido, assim como
um aumento do cortisol (hormdnio relacionado com o metabolismo de carboidratos,
liberado em situacdes de estresse) resultando no aumento da sintese de glicogénio.
Em Anguilla anguilla exposta ao fenitrotion ndo foram observadas alteracbes nos
estoques de glicogénio hepatico e muscular (SANCHO et al., 1997). Estas alteracfes
parecem ser especificas para as espécies, para 0s toxicos e protocolos utilizados.
Segundo Liew et al., (2012) em goldfish, o glicogénio hepatico foi mantido em diversas
condi¢cdes de nado, mesmo no nado exaustivo e outras estratégias metabodlicas foram
mobilizadas, como a rota das proteinas no metabolismo aerobico.

A seguir na Tabela 3 pode-se observar uma reducdo nos niveis de glicose

plasmatica em todos os tratamentos T2, T3 e T4 em relacdo ao grupo T1.



Tabela 3 — Glicose metil paration, na fase 1
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GLICOSE 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
T1 95,68 +13,6 75,58+5,76 76,807,786 56,33+1,70 74,27+7,47
T2 22,56+3,75 A 43,86+4,11 A 86,68+2,03 47,3345,92 78,37+10,04
T3 34,55+7,65 A 83,92+2,95 96,51+11,49 50,28,+4,06 71,036,05
T4 27,68+6,69 A 94,20+9,19 111,08+13,10 73,75+9,51 88,03+7,04

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

A glicose plasmatica (mmol/L), na Tabela 3 é expressa como média + S.E.M. Na

figura, o A maiusculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e grupo controle.

ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Outro autor também encontrou uma baixa concentracdo de glicose no plasma

da mesma espécie estudada, resultado da alta atividade antropica correlacionada com

agroquimico, o que sugere uma desordem no metabolismo ou um alto consumo de

glicose no processo metabdlico (BECKER et al., 2009). As alteracdes nos niveis de

glicose plasmatica podem indicar mudangas no metabolismo dos carboidratos, assim

como o aumento da glicogendlise no tecido hepatico (Sancho et al., 1998).

O nivel de lactato no plasma nos tratamentos T2 e T4 estéo significativamente

aumentados quando comparado ao grupo T1 (Tabela 4).

Tabela 4 — Lactato metil paration, na fase 1

LACTATO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
T 1,74£0,03 2,88+0,28 4,900,71 7,05+1,42 8,33x0,15
T2 2,48+0,11 A 1,84+0,60 3,99+1,20 7,93+0,89 7,41+1,21
T3 1,09+£0,04 A 8,47+0,46 A 6,5311,11 4,60+0,96 9,96+0,55
T4 3,31+0,22 A 8,41+0,84 A 5,78+1,24 5,60+0,47 8,34+0,90

Fonte: Produzido pela autora, 2013.
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Na Tabela 4 o lactato plasmatico (mmol/L), € expresso como média = S.E.M. Na
figura, o A maiusculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e grupo controle.
ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Esta elevacdo de lactato observada pode refletir uma r4pida mobilizacdo do
metabolismo anaerdbico para manter o suporte energético, esta estratégia pode induzir
uma acidose metabdlica (HAMMER 1995). Nessa situacdo, o metabolismo anaerobico
vai estar ativado, favorecendo a producdo de energia, como uma via mais rapida e o
metabolismo aerobico vai estar reduzido como observado em Clarias batrachus e
Cyprinus carpio (Begum; Vijayaraghavan, 1999; Orug; Uner, 1999). Liew et al., (2012)
também encontrou um aumento do lactato plasmatico o que parece ser fornecido pela
rapida mobilizac&o do glicogénio muscular.

Por outro lado, observamos uma reducédo do lactato no tratamento T3 (Tabela 4)
com a associacdo do agroquimico mais o estresse podendo sugerir que a via aerdbica
esta sendo utilizada, ou outra rota metabdlica para sintese de glicose esta sendo

ativada.

4.1.2 Fase 2

Encontramos na literatura muitos trabalhos sobre os efeitos bioquimicos de
diversos agroquimicos em diferentes espécies de peixes. No entanto, informacdes
relacionando ao tempo de exposicdo com diferentes periodos de recuperagdo estédo
insuficientes. Ha trabalhos sobre recuperacdo envolvendo a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) como bioindicadora de toxicidade, e estes estudos sugerem
que o tempo de recuperacdo esta diretamente relacionado ao tipo de agroquimico, a
espécie estudada, ao tempo de exposi¢cdo e a concentracdo do toxico, observado em
Anguilla anguilla e Paratya australiensis (Sancho et al., 2000; Abdullah et al., 1994).
N&o ha trabalhos utilizando os agroquimicos deste estudo seguindo os tempos de
recuperacdo em jundids Rhamdia quelen.

Em nosso estudo os diferentes periodos de recuperagdo ndo foram suficientes
para restabelecer as reservas de glicogénio hepatico conforme demonstrado a seguir
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Figado metil paration, na fase 2

FIGADO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
™ 99,21 £27,17 151,89 22,10 125,46424,70 107,38+15,29 97,58 £19,50
T2 49,76+15,20 89,54+ 5,18 81,01£18,10 72,10+8,97 58,90+15,27
T3 106,12419,75 105,24+10,3 91,75+29,00 74,88+ 15,55 90,99+11,33
T4 134,2+47,16 120,75+11,02 131,99432,77 78,4,11,47 107,37+23,14

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Conforme Tabela 5 o glicogénio (mmol/glicose/gtecido), é expresso como média
+ S.E.M. Nas figuras, o a minusculo indica diferenca estatistica comparando o0s
periodos de recuperacdo em relacdo ao grupo de 96h. ANOVA, seguido por varios
testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Begum (2004) na espécie Clarias batrachus observou que apds a exposi¢cao ao
carbofuran as reservas de glicogénio hepético, continuavam reduzidas nos trés dias
recuperacgdo. Entretanto, Sancho et al., (1998) na espécie Anguilla anguilla observaram
que com 192 horas de recuperacdo a maioria das desordens metabdlicas ja haviam
sido restabelecidas, sugerindo que o tempo necessario para a recuperacdo depende
dos fatores, como: agroquimico, espécie, tempo de exposi¢ao e recuperagao.

A andlise no tecido muscular das reservas de glicogénio (Tabela 6) demonstrou
restabelecimento no tratamento T4 com 45 dias, no tratamento T2 com 90 dias e no
tratamento T3 com 180 dias. Estes resultados indicam que os tempos foram suficientes
para restabelecer e recuperar 0s estoques energéticos.

Tabela 6 — Masculo metil paration, na fase 2

MUSCULO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
T1 10,09+2,04 8,30+2,55 9,59+2 51 7,96+1,86 6,06+0,98
T2 1,58+0,52 13,90+£2,70 16,64+3,53 a 29,11+5,52 a 10,17+3,40
T3 4,02+1,3 7,7614,02 7,93+£1,73 10,8114,76 17,79£1,94 a
T4 6,19+2,69 14,55+3,08 a 3,05£1,15 15,59£3,45 a 5,44+1,27

Fonte: Produzido pela autora, 2013.
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Na Tabela 6 o glicogénio (mmol/glicose/gtecido), € expresso como média +
S.E.M. Nas figuras, o a minusculo indica diferenca estatistica comparando os periodos
de recuperacdo em relacdo ao grupo de 96h. ANOVA, seguido por varios testes de
Tukey (P<0.05, n=6).

As concentracBes de glicose plasmatica conforme a Tabela 7 abaixo, foram
restabelecidos: T3 e T4 com 45 dias e T2 com 90 dias de recuperacao..
Demonstrando que as alteracfes metabdlicas podem ser recuperadas apés 90 dias em

agua sem o contaminante.

Tabela 7 — Glicose metil paration, na fase 2

GLICOSE 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
T 95,68 +13,6 75,5815,76 76,80+7,76 56,33+1,70 74,27+747
T2 22,56+3,75 43,86+4,11 86,68+2,03 a 47,33+5,92 a 78,37+10,04 a
T3 34,557,65 83,9242,95 a 96,51t11,49 a 50,28,+4,06 71,0346,05 a
T4 27,6816,69 94,20£9,19 a 111,08£13,10 a 73,75£9,51 a 88,0317,04 a

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

A glicose plasmatica (mmol/L), Tabela 7 é expressa como média + S.E.M. Na
figura, o a mindsculo indica diferenca estatistica comparando os periodos de
recuperacdo em relacéo ao grupo de 96h. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey
(P<0.05, n=6).

No presente trabalho observou-se que as alteracdes da concentracdo de lactato
plasmatico retornaram a niveis normais nos seguintes tempos: T3 e T4 com 45 dias, e
T2 com 135 dias de recuperacédo (Tabela 8). Indicando que a contaminagdo com o

agroquimico requer um tempo maior para a normalizagdo metabdlica.
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Tabela 8 — Lactato metil paration, na fase 2

LACTATO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
METIL PARATION
T1 1,74£0,03 2,88+0,28 4,90+0,71 7,051,422 a 8,3310,15 a
T2 2,48+0,11 1,84+0,60 3,99+1,20 7,93+0,89 a 7,41+1,21 a
T3 1,09+0,04 8,47+0,46 a 6,53+1,11 a 4,60+0,96 a 9,96+0,55 a
T4 3,31+0,22 8,41+0,84 a 5,78+1,24 5,60+0,47 8,34+0,90 a

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Na Tabela 8 o lactato plasmatico (mmol/L) é expresso como média + S.E.M. Nas
figuras, o A mailsculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e grupo
controle. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Podemos observar neste estudo que a maioria das desordens metabdlicas
causadas pelo metil paration foram reversiveis em um periodo inferior ou igual a 180
dias de recuperacdo, com excecdo do glicogénio hepatico que néo foi observado o
restabelecimento das reservas. Esta alteracdo pode estar relacionada a funcdo de

detoxificac@o deste 6rgdo e possivelmente ter produzido lesdes patoldgicas.

4.2 Tebuconazole

4.2.1 Fase 1

As concentracfes de glicogénio hepatico (Tabela 9), e muscular (Tabela 10)
demonstradas a seguir reduziram apés a associacdo do estresse mais 0 agroquimico

demostrando perda nos estoques energéticos para suprir a energia requerida.

Tabela 9 — Figado tebuconazole, na fase 1

FIGADO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
T 99,21 +27,17 151,89+22,10 125,46+24,70 107,38+15,29 97,58 +19,50
T2 56,09+11,30 122,72+11,0 A 94,71 £16,62 165,46 9,86 A 122,84+13,54
T3 13,51 £6,82 A 188,36+14,6 A 170,47+12,25 A 173,05+19,17 A 116,42+12,99
T4 134,2+ 47,16 120,75+11,02 131,99+32,77 A 78,4+11,47 107,37+23,14

Fonte: Produzido pela autora, 2013.
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O glicogénio (mmol/glicose/gtecido), na Tabela 9 é expresso como média *
S.E.M. Nas figuras, o A maiusculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e

grupo controle. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Tabela 10 — MUsculo tebuconazole, na fase 1

muUscuLo 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
™ 10,09+2,04 8,3042,55 9,5942,51 7,9611,86 6,0610,98
T2 5,93+1,08 13,35+3,30 3,01+1,37 A 10,90+2,59 1,76+0,45 A
T3 4,24+1,19 A 8,211+2,14 3,68+1,10 8,7412,07 1,090,14 A
T4 6,19+1,69 14,55+3,08 3,05£1,15 A 15,59+3,45 5,44+1,27

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Na Tabela 10 o glicogénio (mmol/glicose/gtecido), é expresso como média +
S.E.M. Nas figuras, o A maiusculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e
grupo controle. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Estudos demonstram que as alteracbes no metabolismo de carboidratos e de
proteinas tém ocorrido em peixes como Rhamdia quelen, Leporinus obtusidens e Danio
rerio que estdo em condicdo de estresse (CRESTANI et al., 2006; FONSECA et al.,
2008; SANCHO et al., 2010). Outro autor também observou a reducdo de glicogénio
muscular em Rhamdia quelen apos o estresse toxico (GUSCZAKET et al., 2007).

Nas 96 horas de exposicdo o0s niveis de glicose plasmatica reduzem
significativamente, nos grupos T2 e T3 mostradas a seguir na Tabela 11, o que indica
gue a glicose livre esta sendo rapidamente utilizado, contrariando com os dados

encontrados na literatura.
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GLICOSE 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
T 95,68 +13,6 75,58+5,76 76,80+7,76 56,33+1,70 74,27+7 A7
T2 65,3+3,75 A 3,2520,13 A 2,17+0,04 A 2,76+0,25 A 3,83+0,25 A
T3 38,5516,3 A 2,641£0,02 A 4,35+0,39 A 3,204£0,16 A 5451045 A
T4 77,6816,69 94,20+9,19 111,08+13,10 73,75+9,51 88,03+7,04

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Na Tabela 11 a glicose plasmatica € expressa como média + S.E.M. Nas figuras,
o A maiusculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e grupo controle.
ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Pois Sancho et al., (2010) observou um aumento dos niveis de glicose em Danio
rerio submetido ao tebuconazole. Outro autor também observou um aumento de
mobilizacdo de glicose em zebrafish que esta diretamente correlacionado com os niveis
elevados de glicemia quando expostos ao tebuconazole, como uma estratégia
fisiol6gica do metabolismo intermediario dos peixes contra o téxico (HEATH, 1995).
Porém, quando comparamos estes resultados com a literatura, encontramos que 0
zebrafish € menos sensivel ao tebuconazole que outras espécies (TOMLIN, 1995).
Sendo assim, as respostas metabdlicas parecem ser bem especificas para cada
espécie e para cada agroquimico envolvido o que explicaria 0os niveis diminuidos de
glicose plasmatica.

Por outro lado, a concentracdo de lactato plasmatico aumenta em todos os

tratamentos T2, T3 e T4 conforme a Tabela 12 a sequir:
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Tabela 12 — Lactose tebuconazole, na fase 1

LACTATO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
T 1,7410,03 2,8810,28 4,90+0,71 7,05+1,42 8.3310,15
T2 2,42+0,14 A 6,31 £0,14 A 4,41+0,34 5,96+0,66 1,3210,09 A
T3 3,03+0,20 A 6,4510,95 A 7,0410,21 A 7,90+0,18 1,8910,16 A
T4 3,3110,22 A 8,4110,84 A 5,7811,24 5,60+0,89 8,3411,21

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Segundo a Tabela 12 o lactato plasmatico (mmol/L) é expresso como média *
S.E.M. Nas figuras, o A maiasculo indica diferenca estatistica entre os tratamentos e
grupo controle. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Este aumento da producéo de lactato pode sugerir que outras rotas metabdlicas
estdo sendo requisitadas para manter o suporte energético e corresponde a reducao do
nivel de glicose plasmatica encontrada, uma vez que a glicose estaria sendo utilizada
na via anaerobica. Em condicdes de hipodxia, o produto final da glicélise é o lactato e o
aumento do lactato pode indicar que o organismo encontra-se em uma situacao de
estresse respiratorio, observado em Clarias batrachus e na mesma espécie de estudo
(BEGUM; VIJAYARAGHAVAN, 1999; CRESTANI et al., 2006).

4.2.2 Fase 2

O restabelecimento das reservas hepéaticas (Tabela 13) ocorre aos 45 dias nos
tratamentos T3 e T4. Porém as reservas de glicogénio muscular (Tabela 14), ndo se
restabelecem durante os 180 dias de recuperacgéo, o que pode indicar que a exposi¢ao
a este agroquimico requer um tempo maior de recuperagdo, uma vez que pode ter

provocado um dano maior ao organismo do peixe.



Tabela 13 — Figado tebuconazole, na fase 2

FIGADO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
™ 99,21 27,17 151,89+22,10 125,46+24,70 107,38+15,29 97,58 £19,50
T2 56,09+11,30 122,72+11,0 a 94,71 +16,62 165,46 +9,86 122,84+13,54
T3 13,51 16,82 188,36114,6 a 170,47+12,25a 173,05+£19,17 a 116,42+12,99 a
T4 134,2+ 47,16 120,75+11,02 a 131,99+32,77 78,4+11,47 107,37+23,14

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Na Tabela 13 o glicogénio (mmol/glicose/gtecido), é expresso como média +
S.E.M. Nas figuras, o a minusculo indica diferenca estatistica comparando os periodos
de recuperacdo em relacdo ao grupo de 96h. ANOVA, seguido por varios testes de
Tukey (P<0.05, n=6).

Tabela 14 — MUsculo tebuconazole, na fase 2

muscuLo 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
T 10,09+2,04 8,30+2,55 9,59+2,51 7,96+1,86 6,06+0,98
T2 5,93+1,08 13,35+3,30 3,01+1,37 10,90+2,59 1,76+0,45
T3 4,24+1,19 8,211+2,14 3,6811,10 8,7412,07 1,090,14
T4 6,19+1,69 14,55+3,08 3,05+1,15 15,5043 45 5,44+1,27

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Conforme Tabela 14 o glicogénio (mmol/glicose/gtecido), é expresso como
meédia = S.E.M. Nas figuras, o a minusculo indica diferenca estatistica comparando os
periodos de recuperacdo em relacdo ao grupo de 96h. ANOVA, seguido por varios
testes de Tukey (P<0.05, n=6).

Nos periodo de recuperacdo 45, 90, 135 e 180 dias ocorreu um decréscimo
significativo nos niveis de glicose plasmatica para os tratamentos T2 e T3 nos tempos
de 90 e 180 dias (Tabela 15).
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Tabela 15 — Glicose tebuconazole, na fase 2

GLICOSE 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
T 95,68 +13,6 75,58+5,76 76,80+7,76 56,33+1,70 a 74,27+7 47
T2 65,313,75 3,25t0,13 a 2,1740,04 a 2,7610,25 a 3,8310,25 a
T3 38,5516,3 2,64+0,02 4,350,39 a 3,2040,16 5,4510,45 a
T4 77,6816,69 94,20+9,19 111,08+13,10 a 73,7549,51 88,03+7,04 a

Fonte: Produzido pela autora, 2013.

Tabela 15 - A glicose plasmatica (mmol/L) é expressa como média = S.E.M. Na
figura, o a minudsculo indica diferenca estatistica comparando os periodos de
recuperagcdo em relacéo ao grupo de 96h. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey
(P<0.05, n=6).

Esses resultados ocorrem provavelmente por uma acdo mais prolongada dos
efeitos do agente toxico. Periodos maiores de tempo livie do agroquimico seriam
necessarios para avaliar esse parametro, uma vez que o0s resultados indicam que a
glicose plasmatica continuou reduzida e alterada mesmo apos 180 dias. Esta reducao
sugere uma maior persisténcia da desordem metabdlica resultando em uma maior
utilizacdo da glicose para garantir a homeostase. Entretanto, no tratamento T4
observamos um aumento significativo da glicose nos tempos de 90 e 180 dias,
demostrando uma mobilizac&o das reservas de energia.

Por outro lado, o nivel do lactato no plasma aumenta apds 45 dias de
recuperacao para os tratamentos T2, T3 e T4 (Tabela 16).

Tabela 16 — Lactato tebuconazole, na fase 2

LACTATO 96 horas 45 dias 90 dias 135 dias 180 dias
TEBUCONAZOLE
T 1,74+0,03 2,88+0,28 4,90+0,71 7,05+1,42 a 8,3310,15
T2 2,42+0,14 6,31 £0,14 a 4,4140,34 a 5,96+0,66 a 1,32+0,09
T3 3,0310,20 6,4510,95 a 7,0410,21 a 7,9040,18 a 1,8910,16
T4 3,3110,22 8,41+0,84 5,7811,24 5,60+0,89 8,3411.21a

Fonte: Produzido pela autora, 2013.
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Na Tabela 16 o lactato plasmatico (mmol/L), é expresso como média + S.E.M.
Na figura, o a minusculo indica diferenca estatistica comparando os periodos de
recuperacdo em relacéo ao grupo de 96h. ANOVA, seguido por varios testes de Tukey
(P<0.05, n=6).

O aumento de lactato persiste durante os tempos de recuperacdo o que pode
estar diretamente correlacionado com a deplecéo das reservas de glicogénio muscular
observada até os 180 dias de recuperacdo e até mesmo com a reducéo da glicose nos
diferentes tempos de recuperacdo. A via anaerObica estaria sendo favorecida para
garantir um suporte mais rapido de energia. Da mesma forma, que esta via pode estar
sendo utilizada como resultado da hipoxia muscular induzida pela acdo do
agroquimico, o que explicaria também o aumento do lactato. Encontramos na literatura
estudos que sugerem esta estratégia utilizada por diferentes espécies de peixes
expostos a agentes toxicos (VERMA et al.,, 1983; GILL et al., 1991; JYOTHI,
NARAYAN, 1999; ORUC; UNER, 1999).

Os resultados obtidos permitem observar que o tebuconazole altera o
metabolismo de carboidratos desta espécie de peixe estudada, assim como o metil
paration. Na exposicado ao tebuconazole ndo observamos a recuperagao das reservas
de glicogénio muscular nos 180 dias de agua livre de agroquimico, sugerindo a
mobilizacdo desta fonte energética contra o possivel estresse quimico causado pela
exposicao. O decréscimo na glicose e aumento do lactato também fazem parte do
mesmo mecanismo na tentativa de manter o suporte energético. Da maneira similar,
observamos uma deplecdo das reservas de glicogénio hepético com a exposicao e
apos a exposicao ao metil paration (VERMA et al., 1983; GILL et al., 1991; JYOTHI,
NARAYAN, 1999; ORUC; UNER, 1999).

Os 180 dias de recuperacao nao foram suficientes para a normalizagcdo dos
estoques de glicogénio hepético, o que pode ser justificado pela funcdo de
detoxificacdo deste 0rgdo. Sabe-se que o principal tecido para a sintese de glicogénio
e armazenamento é o figado, sendo também o mais importante centro metabdlico para
a desintoxicacdo de substancias quimicas em teleésteos (SINGH; BHATI, 1994). O
glicogénio hepatico € uma das fontes de glicose e contribui para regular os niveis de
glicose no sangue (SUAREZ; MOMMENSEN, 1987). Essas alteracfes prolongadas
que persistiram nos diferentes periodos de recuperacdo, sugerem que os efeitos

téxicos podem ser observados mesmo apds 180 dias em dgua sem o contaminante.
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4 CONCLUSOES

* Houve uma reducéo do glicogénio hepatico e muscular apds a contaminacédo ao

metil paration e ao tebuconazole.

» A associacao do estresse + tebuco reduz glicogénio hepético e muscular.

* Foi encontrada também uma diminuicdo na glicose plasmatica em todos os
tratamentos e um aumento do lactato plasmatico. Indicando uma resposta
secundéaria causada pela acdo dos agroquimicos e do estresse. Rotas
anaerobias foram utilizadas como mecanismo compensatério na tentativa de

aumentar a energia e manter a homeostase.

* Durante os diferentes tempos de recuperacdo ao agroquimico metil paration, os
niveis de glicogénio muscular e de glicose plasmatica retornaram ao inicial, o
que indica que o tempo de 180 dias de recuperacao foi suficiente para

restabelecer as reservas dos intermediarios metabdlicos.

* Os 180 dias de recuperacao nao foram suficientes para restabelecer as reservas
de glicogénio muscular, apds a contaminagédo aguda ao tebuconazole, indicando

uma maior sensibilidade a este agente quimico.

» Estes resultados fortalecem a acao especifica de cada agroquimico, através das
respostas encontradas nos diferentes tempos de recuperacdo. Onde o0s tempos

de recuperagdo foram suficientes frente a intoxicagdo com o metil paration.

Entretanto, para o tebuconazole este tempo de recuperagéo nao foi suficiente.
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